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Abstract : The effect of different ambient temperature conditions on the survival days of 
mice bearing Ehrlich ascites tumor was studied. The ddY strain mice were innoculated the 
tumor intraperitoneally and kept at different thermal conditions. The conditions were 4°C, 
15°C and 30°C in Exp. 1 and 4°C for four days then 20°C and 20°C in Exp. 2. In Exp. 
1, 5th-passaged-tumor and in Exp. 2, 22nd-passaged-tumor were used. In Exp. 1, the 
mice at low temperature conditions (4°C and 15°C) lived longer than those at high temper- 
ature one (30°C). It took more than 20 days after the treatment for the survival effect of 
the low temperature conditions to be observed. The tumor of the mice at low temperature 
conditions showed solidification i.e., loss of liquidity and the Fisher exact probability test 
revealed that low temperature conditions promoted the solidification of the tumor. In the 
same low temperature conditions, the mouse which lived longer showed more prominent 
solidification of the tumor. Histologically, the solid tumor showed aggregation of tumor 
cells with little ascitic fluid. Focally, the contact of tumor cells was seen. The tumor 
cells showed marked degenerative change and low mitotic rate. Therefore, it was concluded 
that the solidification of the tumor was one of the main causes of the survival effect of 
the low temperature conditions. In Exp. 2, no difference was seen in survival days of two 
groups. But the statistical test also showed that the low temperature condition (4°C) pro- 
moted solidification of the tumor more than the middle temperature condition (20°C), and 
the mice of two groups were dead within 15 days after the treatment. It was 
concluded that in Exp. 2, the increased lethal effect of the tumor which had been obtained 
during many passages surpassed the survival effect of the low temperature condition. These 
experiments suggest that the low temperature conditions such as 4°C and 15°C have the 
potentiality as anti-tumor agent. The relationship between the survival effect and solidifi- 
cation of the tumor in the low temperature conditions and cold adaptation mechanism was 
also discussed. 
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は CH に 


環境 は 生体 に 種々 の 影響 を 与え を そる. VT AR BER 

動物 と し た 場合 , 温度 ・ 湿 度 ・ 体 重 ・ 日 令 の うち で 
生理 諸 元 に も っ と も 強い 影響 ん お よ ほ す の は 温度 で 
ある CHE, 1965) . 気温 が 生体 に 与え る 影響 の 5 
ち で よく 知ら れ て いる も の は 感染 症 の 発生 で あり , 
最近 で は 温度 変化 が 免 疲 能 た に ちえ る 影響 も 調べ られ 
て いる (上 村 ら , 1979; 奥 脇 ら , 1979) . in vitro 
で は 温度 が cell kinetics に 与え る 影響 も 知ら れ て 
お り 培 礁 細胞 を 使っ た 実験 で は 温度 が 33°C か ら 38 
°C に まで 上 昇 す る に つれ 細胞 の generation time 
が 短 か く な り (Altman and Dittmer, 1966) さら 
に 高温 で は 細胞 の 死 が 知ら れ て いる (Gerner et 
al., 1975; Okumura, 1977). 低温 で は DNA の 
複製 が お そく な り (佐藤 ら , 1976), 15°C で は 細胞 
周期 の 進行 が 停止 し, つい で 細胞 が 死亡 する と の 報 
告 も ある (奥村, 松沢 , 1972) . これ ら の 報告 は 環 
境 温 度 が 抗 腫瘍 因子 の 一 つと し て 作用 する 可能 性 を 
示唆 し て お りす で に 高温 に よる 閣 治 療 の 研究 が 進め 
られ て いる (Suit and Shwayder, 1974; Baba et 
al., 1977). 低温 も 冷凍 手術 な ど に 利用 され て いる 
が , 生体 が 旦 え られ る 範囲 内 で の 低温 環境 が 担 癌 生 
体 な ら び に 生体 内 の 韻 細 胞 に 与え る 影響 に つい て の 
研究 は , EME + WA 1976) の 報告 が ある が , 少な 
い . 我々 ぁ 温 度 環境 が 担当 生体 に 与え る 影響 を 調べ 
上 延 ・ 山 本 (1976) と は 若干 異な る 成績 を 得 た の で 
報告 する . 


材料 と 方 法 

動物 : 体重 15g 前 後 の ddY ROMEO. VALE 
HE 

IE : =Y y ET ( 西 九 州 大 学 渡辺 文 友 教授 
より 提供 され た 熊本 系 ) を 当 研 究 室 に て ddY 系 の 
オス の マウ ス の 腹腔 内 に て 継 代 維持 中 の も の を 使用 
Lic. 実験 1 で は 継 代 5 代目 の 癌 を , 実験 2 で は 継 
代 22 代 目 を 使用 し た . 5 代目 の 担 癌 ラッ ト の 腹水 は 
白く 清 浴 で ある の に 対し 22 代 目 の 腹 水 は 血 液 を 含ん 
Cis DURA LT de. 

処理 : 実験 1 で は 継 代 5 代目 の マウ ス の な か か ら 
多量 の 腹水 部 を 有する 一 匹 を を ら び , その 腹水 を 30 
匹 の マウ ス の 腹腔 内 に 0.3ml/mouse ずつ 移植 した. 
これ ら を 1 群 10 匹 ずつ より な る 3 群 に 分 け 移 植 翌日 


Number of dead mice 


ょ り 47?C (市 販 冷 蔵 庫 ), 15?C( 人 冷蔵 室 ), 30°C ( 夏 
期 無 空調 室 ) 下 に て 飼育 し 死亡 状況 を 観察 し た . マ 
ウス は 通常 の マウ スケ ー ジ に て 飼育 され 1 ケー ジ あ 
た り 5 匹 の マウ ス を 収容 し た . 死亡 し た マウ ス を 開 
腹 し 腹腔 内 の 腫瘍 の 肉眼 的 変化 を 調べ , さら に 腫瘍 
な ら び に 主要 臓器 の 病理 組織 学 的 検索 を 行っ た . 実 
験 2 で は 継 代 22 代 目 の マ ウス の な か か ら 一 匹 を えら 
び 前 回 と 同様 に 30 匹 の マウ ス に 腫 場 を 移植 し , その 
うち の 15 匹 を 5 匹 ず つ 3 群 に 分 け 3 台 の 冷蔵 庫 (4 
°C) に それ ぞ れ 入れ 4 日 間 飼 育 し 5 日 目 に 室温 (20 
°C) に 戻し て 飼育 した. 他 の 15 匹 は 対 駒 と し て 室温 
(20°C) に て 飼育 し 実験 1 と 同様 の 検索 を 行っ た 


結 果 


1. 延命 効果 

腫瘍 を 腹腔 内 に 移植 され た マウ ス は 腹部 が ふぁ くれ 
あがり 腫瘍 死 を と げ る . 腫瘍 移植 後 マ ウス が 死亡 す 
る まで の 日 数 を 横 軸 に より , その 日 まで の マウ ス の 
果 績 死亡 数 を 縦 軸 に こと っ て マウ ス の 死亡 状況 を 示 し 
た も の が Fig. 1 (実験 1) お よび Fig. 2 (実験 
2) で ある 。 「 
Fig. 1 に み ら れ る よう に 実験 1 で は 30°C と 15°C 
と を 比較 する と 腫瘍 移植 後 20 日 位 ま で は 両者 の 系 績 
死亡 曲線 は ほぼ 同じ 傾き を 有する が , その 後 差 が で 
て くる . すなわち 30°C 群 で は 移植 後 23 日 以内 に 全 
匹 死 亡 し 曲線 の 傾き は 全 経 過 を 通じ 一 定 で あ り 急 で 
ある の に 対し 15°C 群 で は 20 日 か ら 30 日 以後 で は , 
それ まで の 急 な 傾き が 横ばい の 状態 と な っ て お り 延 
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Days after treatment 
Accumulated number of dead mice 
at different thermal conditions (4°C, 
15°C and 30°C) after intraperitoneal 
innoculation of Ehrlich ascites tumor. 


Fig. 1. 


命 効果 が 出現 し た も の と 思わ れる . 4°C 群 で は 移植 
11 日 目 に 6 匹 が 死亡 し た . これ は 酸素 欠乏 (実験 装 
置 の 不備 に に よる) に よる も の と 思わ れる . この こと 
を 考慮 に いれ る と 4"C FEL 15°C 群 と 同様 の 傾向 に 
ある と いえ ぇ る. 実験 2 で は Fig. 2 に 示す 如く 207C 
群 と 4"C 群 と の 間 で は 貯 積 死亡 曲線 に 差 は な い . 両 
群 と も 移植 後 15 日 以内 で 死亡 し て お り 実 験 1 と 比較 
する と 実験 2 で は 担 瘍 マウ ス の 生存 日 数 は 短縮 し て 
いる . 

2. 腫瘍 の 固 型 化 

死亡 し た マウ ス を 開腹 し 腫瘍 の 性 状 を 調べ た . 30 
2C 群 で は 腹水 癌 は すべ て 液状 (液状 癌 , non-solid) 
(Photo. 1) で あっ た が 他 の 群 で は 程度 の 差 , 頻度 
の 差 は ある が ゲル 化し た 閣 ( 固 型 駒 , solid) (Photo. 
2) を みとめ た . ゲル 化 の 著しい も の は Photo. 5 
に 示す 如く ろ紙 上 に の せ て も その 形 に 変化 が な か っ 
た . これ ら の 腫瘍 の 組織 像 を 調べ る と 液状 冶 で は 敵 
細胞 が 空間 的 に ゆっ た り と 広がっ て 存在 し て お り 細 
胞 間 に は 腹水 や 血球 の 混在 を みとめ る (Photo. 3). 
固 型 癌 で は 細胞 同士 が 密 に 接近 し て 存在 し て お り 密 
在 す る 腹水 や 血球 の 量 は 少な く (Photo. わ 一 部 で は 
冶 細 胞 同士 が 接触 し て いる と ころ も ある (Photo.6). 
個々 の 韻 細 胞 を 調べ る と 液状 癌 は 細胞 の 変性 壊死 は 
軽度 で あり 細胞 分 像 の 頻度 は より 高く 著 明 な 核 の 
多 形 性 を みとめ る (Photo. 7). 固 型 癌 で は 細胞 
の 変性 壊死 が 著 明 で あり 細胞 分 像 の 頻度 は 低い 
(Photo. 8). CORO EM (bre 実験 1 に お いて は 
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Days after treatment 
Accumulated number of dead mice 
at different thermal conditions (4°C 
and 20°C) after intraperitoneal inno- 
culation of Ehrlich ascites tumor. 


Fig. 2. 


4°C 群 で は 10 匹 中 6 匹 に , 15°C Clopp 4 pe 
に みみ られ た が 30?C 群 で は み ら れ ず , 実験 2 で は 20 
°C 群 で 15 匹 中 2 匹 に , 4°C 群 で 15 匹 中 8 匹 に み ら 
hk. これ ら の 異な っ た 温度 環境 に お ける 固 型 化 閣 
OHRID A REO BEL HANS eH, その 出現 
頻度 の 確率 を Fisher の 直接 確率 計算 法 に て 求め た 
(Table 1). Table 1 に 示す 如く 有意 水準 を 5 錠 と お 
ited 42C 群 と 30"C 群 , 157C 群 と 30"C 群 , 4“C 群 と 20 


Table 1. No. of mice which had non-solid tumor, solid 
tumor, and the probability of the observed 
occurence in two different ambient temperatures 
ambient No. of mice with No. of. mice with 
temp. non-solid tumor solid tumor probablity 
4°C 4 6 
p=0.01 
30°C 10 0 
15°C 6 4 
p=0.04 
30°C 10 0 
4°C 4 6 | 
p と 0.05 
15°C 6 4 
4°C 7 8 
p=0.03 


20°C 13 
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“CHEE Cit 腫瘍 の 固 型 化 に 関し て 有意 の 差 が あり 
低温 が 周 型 化 を 促進 する と いえ る . また 同じ 低温 群 
内 で も 長命 の ゎぁ の ほ と 固 型 化 が 強い 傾向 に あっ た . 
3. その 他 

その 他 の 所 見 と し て は 低温 群 の マウ ス の 肝 に 脂肪 
変性 が より 多く みとめ られ た 


考 案 


低温 下 (4°C, 15°C) で 飼育 され た 担 韻 マウ ス は 

高温 下 COO の それ より も 長命 で ある . 低温 下 で 
は 腹水 冶 の 固 型 化 促進 が みとめ られ る .、 こ の 固 型 化 
癌 は その 組織 像 と し て 強い 細胞 変性 , (ER 4) Se pee 
を 示 し, また 移植 率 が 低い ( 未 発 表 ) こと な どか ら , 
この 導 の 固 型 化 が 延命 効果 に 結び つく も の と 思わ れ 
る . 実験 2 で は 4^C 群 と 20"C 群 の マウス の 間 に は 
生存 日 数 に 差 は 認め られ な い . これ は 4 "C と 20°C 
で は 延命 効果 上 差 が な いこ と も 考 ん られ る . し か し 
腫瘍 の 固 型 化 に は 有意 の 差 が ある こと , 両 群 と も 腫 
場 移植 後 15 日 以内 で 死亡 し て いる こと , 腫瘍 の 世代 
が 進め ば 進む ほど 腫瘍 の マウ ス へ の 致死 作用 が 強い 
REER) こと な ど よ ょ より , 実験 2 で は 腫瘍 の 致死 作 
用 が 強く 延命 効果 が 発現 する 前 に 動物 が 死亡 し て し 
まっ た も の と 思わ れる . 

上 延 ・ 山 本 (1976) は ddY マウ ス に Sarcoma 
180 を 移植 し た 実験 で 低温 下 (5.0 エ 0.5“C) 飼育 で 
は 適温 下 (22.0 土 1.0 で ) 飼育 た くら べ る と マウ ス 
の 延命 率 に か な り の 悪影響 が み ら れ た と 述べ て い 
る . し か し 彼 等 の 実験 で は 平均 生存 日 数 に 大 差 は な 
く , また 1 群 が 5 匹 より な っ て いる と ころ か ら 統 計 
的 に は 両 群 の 平均 生存 日 数 に 有意 の 差 は な いと 思わ 
NS. さら に その 実験 で は 適温 下 飼育 の 最長 命 マ ウ 
ス で も ゃ も 腫瘍 移植 後 18 日 で 死亡 し て いる . し た が っ て 
彼 等 の 実験 の 結果 は 我々 の 実験 2 と 同じ 結果 , す な 
わ ち 腫瘍 移植 後 20 日 以内 に マウ ス が 死亡 し て し ま 5 
よう な 実験 糸 で は 低温 下 偉 育 と 適温 下 飼育 と の 間 に 
は 延命 上 差 が か みとめ られ な いこ と を 示し て いる も の 
と 思わ れる: 

本 実験 で みとめ られ た 延命 効果 は それ が 15°C で 
も みとめ られ た こと , 種 場 は 皮下 で は な く 腹 腔 内 に 
移植 され た こと と な ど よ り 低温 の 直接 作用 と は 考え ら 
れず , 効果 発現 まで に 20 日 以上 の 日 数 を 要する と こ 
ろか ら 動 物 の 寒冷 適応 と 関係 が ある の で は な いか と 
思わ お われ る: 


楽 冷 に 適応 し た 動物 は 非 み る 々 に よる 熱 産生 を 行 
ら こ と 交 知ら れ て いる (ellers et al., 1954 : 
Cottle and Carlson, 1956). この 非 %& る を に よる 熱 
産生 は 主として brown adipose tissue で お ころ が , 
その 他 の 臓器 で も お こる (Foster and Frydman, 
1978)、 そ の メカ ニズム は Mitchel の 化学 浸透 説 

(1961) に 基づき 説明 され brown adipose tissue 
の ミト ュ ン ドリ ア で は 呼吸 に よっ て 得 ら ちら れ た エネ ル 
ギー が ATP の 合成 に は 使用 さき れず 熱 と し て 発散 さ 
れる と され て いる (Nicolls, 1977). 腫瘍 細胞 も そ 
の エネ ルギー を 解 糖 と 呼吸 より 得 て お り 分 化 度 の 高 
い 腫 瘍 細胞 も し く は 増殖 の お そい 腫瘍 細胞 ほど その 
エネ ルギー を 呼吸 か ら よ り 多 く 得 て いる (Pederson, 
1978). し た が っ て 培 細 胞 で も 非 ふ る を に よる 熱 産 
生 が お こる と する と , 呼吸 に よっ て 得 ら れる エネ ル 
ギー の 一 部 も し く は 大 部 分 が 熱 に 変換 され る 為 に 活 
動 性 の 高い 細胞 すなわち 次 細胞 ほど エネ ルギー 不足 
に お ちい り 易 く , その た め に 死亡 する と 考え られ 
5. 

非 あ る え に よ る 熱 産生 が 腫瘍 細胞 で は お こら な い 
場合 で も 担 閣 生 体 は その エネ ルギー を 熱 産生 に 使用 
する た め に , いわ ば 内 的 な を テ エネ ルギー 供給 制限 の 状 
態 に あり 腫 揚 の 増殖 が 抑え られ る と 思わ れる . 桜田 
D (1970) は カロ リー の 制限 が 担 交 マ ウス の 生存 日 
数 を 延長 させ る と 報告 し て いる . 

本 実験 で み ら れ た 冶 の 固 型 化 は 組織 像 で 細胞 の 接 
触 が みとめ られ 細胞 の 凝集 を 意味 し て いる . 林 ら 
(1975) ゃ 凍結 か ら 戻 し た 腫瘍 系 の な か に 自由 細胞 
型 か ら 鳥 型 へ 変化 し た も の が ある と 報告 し て いる . 
分 英 し て いる 細胞 が BEES SH bw 細胞 間 引 力 
(主として Van der Waals の 引力 ) の 増加 また は 
細胞 間 反 発 力 (主として 静 電 反 発 力 ) の 減少 が 必要 
で ある (Wallach, 1975). 本 実験 で は 後者 の 方 が 考 
LN. すなわち 寒冷 適応 し た 生体 内 で は 癌 細胞 は 
上 述 の 如く エネ ルギー 不足 に お ちい り 易 く , それ を 
補う 為 に 自己 構成 成分 で ある 細胞 膜 の 糖 便 白 な ど を 
エネ ルギー 源 と し て 分 解 し , その 結果 静 電 反 発 力 が 
低下 し 細胞 が 滞 集 す る こと が 考え られる. Ahkong 
et al. (1975) は 細胞 膜 の 脂質 層 の 外 表 面 を お お っ 
て いる 精 條 白 な ど が 変化 し 脂質 層 が いわ ば 裸 に な れ 
ば 脂肪 膜 同士 が 融合 し 細胞 融合 が お こる と し て い 
る . いっ た ん 細胞 の 凝集 が お こる と 凝集 塊 の 内 側 に 
位置 する 細胞 は 毛細 管 の 新生 が な いか ぎり 外界 か ら 
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Photo. 1. Macroscopic appearance of non-solid Photo. 2. 


tumor. This type of ascites tumor was frequ- 
All mice kept at the high temperature ently seen in the mice kept at low 
condition had this type of ascites tumor. temperature conditions. 


Loss of liquidity is characteristic. 


hugs i, Pe Peds alt te 

Photo. 3. Histological appearance of non-solid Photo. 4. Histological appearance of solid tumor. 
tumor. Little ascitic fluid is seen. x 200. 
Much ascitic fluid is seen. x 200. 


Photo. 6. Histological appearance of solid tumor. 


Photo. 5. Macroscopic appearance of solid tumor. 
Contact of tumor cells is seen. x 400. 


Completely solidified ascites tumor. 


Photo. 8. Cytological appearance of solid tumor. 
tumor. Degeneration of cytoplasm is promi- 
Prominent nuclear pleomorphism with nent. Nuclear pleomorphism is not 
little degenerative change of cyto- apparent. x1000. 

plasm is seen. X1000. 


Photo. 7. Cytological appearance of non-solid 
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の 物質 の 獲得 が 困難 に な り , 自己 崩壊 が さら に 早 ま し た と ころ 季 瘍 重量 の 増加 の 抑制 や 延命 効果 が み と 
る も の と 思わ れる . ti > (1977) は カエ ル 卵 凝集 め ら れ た と 述べ て いる . 腫瘍 細胞 の 凝集 が 腫 場 の 増 
素 を エー ルリ ッ ヒ 六 を 移植 し た 動物 の 移植 部 に 投与 獲 に 不利 に 作用 する も の と 思わ れる . 


入 を 終る に 当り 貴重 な 御 助言 を 頂い た 当 研 究 所 疫学 部 門 小 坂 光男 教授 な ら び に 同 部 門 の 諸 先生 
方 に 深謝 し ます . な お 本 論文 の 要旨 は 第 21 回 日 本 熱帯 医学 会 総会 に お いて 発表 し た . 
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